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ると考えられている。そのため、IVIg の薬効ターゲットのひとつに活性化 B 細胞があると
推察されているが、その機序もまた依然不明のままである。本研究において私は、活性化 B
細胞に対する IVIg の作用機構を解析するモデルとして、Toll-like receptor (TLR)9 を介し
て活性化されたマウス B 細胞を用い、CpG 刺激により活性化された B 細胞の IL-10 産生に
対して、IVIg が濃度依存的な抑制作用を示すことを明らかにした。そして、その抑制作用
は Fab や Fc フラグメントではみられず、インタクトな IgG および F(ab’)2においてのみ確
認できた。よって、IVIg の B 細胞に対する IL-10 産生抑制作用はその二価の抗原認識部位
に依存している事が示唆された。また、共焦点レーザー蛍光顕微鏡による解析において、
IVIg は F(ab')2部分を介して細胞膜成分へ結合すると共に細胞内部にも取り込まれる事、細
胞内部の IVIg はエンドソームに局在している事、加えて IVIg の近傍には抑制系レセプタ
ーの下流で作用するチロシン脱リン酸化酵素である SHP-1 が動員されるが、同様の抑制シ
グナルを担うイノシトール脱リン酸化酵素である SHIP は動員されない事などを示した。
また、細胞内シグナル解析により、IVIg が TLR9 下流の活性化シグナル経路のうち、
要約 
TAK1-NF-B および ERK1/2 経路は有意に抑制する一方、IRAK1-p38 MARK 経路には作
用しない事を見出した。最後に，マウスを用いた in vivo 試験において、CpG 投与によって
活性化させた腹腔 B 細胞に対して、IVIg が抑制作用を示す事を明らかにした。興味深いこ
とに、抗マウス IL-10 抗体投与においても、この抑制作用を示す事を確認した。これらの
結果より、IVIg は F(ab')2 による、SHP-1 の動員を伴う、活性化シグナル経路の特異的な
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の総称である。代表的な自己免疫疾患である、systemic lupus eryhtematosus (SLE)1)、シェー
グレン症候群 2)およびリウマチ患者 3) においては、病態の発症に伴い、ある種の B 細胞集団が異
常増殖する事が知られている。自己免疫疾患に対する B 細胞除去療法が病態の緩和につながる
ことからも 3-5)、B 細胞は自己免疫疾患の治療において重要なターゲットとして考えられている。一
方、SLE 発症マウスにおいても、自己抗体産生 B1 細胞や IgM 型自然抗体産生 B 細胞が活性
化している事が報告されている 6,7)。しかし、自己抗体産生や B 細胞の異常活性化といった病態発
症の機序については、未だ不明な点が多い。一方、最近の Toll-like receptor (TLR)に関する盛
んな研究により、TLR 刺激を介した炎症の惹起や細菌などの外来抗原に対する特異抗体の産生
が厳密に制御されている事が明らかにされたが、同時にその機序が自己免疫疾患発症に関与し
ている可能性が問題視されている 8)。事実、SLE 患者の B 細胞の TLR9 発現量が増加している
事、その発現量と病態スコアおよび血中自己抗体濃度が相関していることなどが報告されている
9,10)。このことから、TLR9 刺激と B 細胞活性化は自己免疫疾患と密接に関係していると考えられて
いる。 
B 細胞は、大きく分けて B1 細胞と B2 細胞に分類される。B2 細胞とは、獲得免疫における特異
性の高い抗体を産生する細胞で、所謂一般的な B 細胞を指す。一方、B1 細胞とは、B2 細胞と異
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なり、低親和性かつ自己反応性の IgM 型自然抗体や IgA の主な産生源である事がマウスで確認









生細胞は、B1 細胞であるのか B2 細胞であるのか、それともまた B 細胞分化過程の形質芽球であ
るのか、見解が相違していることから、現状では抗体産生細胞自体の特定すらできない。そのため、
抗体産生細胞に標的を絞った研究は難しい。 
Intravenous immunoglobulin (IVIg)は、数万人分の献血血漿中に含まれる IgG 分子を分
画・精製して製造された製剤であり、様々な細菌 18-20)や毒素 21-23)に対する中和抗体が含有されて
いる。IVIg の歴史は古く、1952 年に IgG 欠乏症患者に対する補充療法として適応が開始され、
1981 年に初めて自己免疫疾患への有効性が報告された 24)。現在では、IVIg は多くの自己免疫
疾患への適応が進み、IVIg 療法を受けた SLE 患者は、しばしば血中の自己抗体濃度が減少す
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ることが知られている 25,26)。このような疾患に対する IVIgの基本的な作用機序としては、Fc受容体、
補体、自己抗体およびサイトカインのブロッキングや中和作用が提唱されている 27-37)。特に Fc 受
容体および補体への作用は Fc 領域に、自己抗体およびサイトカインへの作用は Fab 領域に由来
していると考えられている。加えて、Fc 領域の一部がシアル化されている IgG がマクロファージ上
の脂質受容体を直接認識して、抑制型の Fc 受容体である FcRIIB の発現を上昇させるという新
しい機序も近年報告された 38)。このように多くの仮説が提唱されているが、その詳細な作用機序は




B1 細胞や B2 細胞も、FcRIIB, CD22 および PirB などの抑制性受容体により、活性化、細胞増
殖および抗体産生など多岐にわたり制御されている 37,43)。それ故、我々は IVIg の作用機序の仮
説として、IVIg が抑制性受容体に結合することによって、自己抗体産生抑制を含めた治療効果に
繋がっているという仮説を立てた。この仮説を検証するために、本研究では、TLR9 刺激を介して
活性化させたマウス B1 および B2 細胞を用いて、IVIg の抑制作用をその作用部位、標的受容体、
細胞内局在および細胞内シグナル経路など多角的に検証を行うことを目的とした。 
 




本研究では、TLR9 刺激を介して活性化したマウス B 細胞に対する IVIg の抑制作用において、
その作用機序を細胞内シグナル解析、細胞局在観察、作用部位検討および生体実験など多角的
な検証から明らかにすることを目的とした。 
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第３章 研究方法 
 
3. 1 実験動物 
C57BL/6 (B6)マウスは、日本チャールスリバー株式会社(東京、日本)および日本クレア株式会
社（東京、日本）から購入した。Fcgr2bマウス 43)および pirbマウス 44)は、B6 マウスに各々22
世代および 12 世代バッククロスしたマウスを使用した。cd22マウスは、Lars Nitschke 氏より譲
渡頂いた。すべてのマウスは、東北大学加齢医学研究所付属動物実験施設において
specific-pathogen free(SPF)条件下で飼育、 管理し、 実験は東北大学加齢医学研究所動物
実験委員会の指針に基づき行った。すべての試験は、7-10 週齢(in vitro)または 20-24 週齢(in 
vivo)の雌性を用いた。  
 
3. 2 試薬 
静注用免疫グロブリン製剤(Intravenous immunoglobulin : IVIg) 
IVIg は、ベネシス社(現：一般社団法人日本血液製剤機構、東京、日本)製の 50 mg/ml ヴェノ
グロブリン-IH 製剤(VGIH)を使用した。50 mg/ml VGIH には、製剤の安定性を保つために様々
な賦形剤が入っている事や、製剤自体が酸性である(pH 3.9 4.4)事から、細胞培養で使用する
VGIH は、あらかじめ製剤を PBS にて透析することで賦形剤を除去し、pH も中性なるように調製し
た。また、培地中への添加量を低減させるために、200 mg/ml まで濃縮した。 
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ヒト IgG フラグメント精製 
F(ab’)2 フラグメント調製のために、50 mg/ml VGIH は緩衝酢酸溶液にて透析し、45 mg/ml 
IgG 溶液に調製した。その溶液に対して、 pH 4.5 のペプシン(Calbiochem, Darmstadt, 
Germany)を IgG 100 mg に対してペプシン 2 mg の割合で加え、37°C で 24 時間インキュベー
ションした 45)。その後、溶液は PBS にて透析し、HiLoad 26/60 Superdex (GE ヘルスケア, 
Buckinghamshire, England) 200 pg を用いてゲルフィルトレーションを行い、濃縮・精製した。
回収した F(ab’)2 は、さらに HiTrap Protein G (GE ヘルスケア) を用いて、未反応の IgG や Fc
フラグメントを除去した。回収した F(ab’)2 フラクションは、133.3 mg/ml まで濃縮した。 
Fab および Fc フラグメントは、50 mg/ml VGIH を 5 mM のリン酸緩衝液で透析し、pH 8.0 の
パパイン(MP Biomedical, Ohio, USA)を加え、Snigurowicz らの方法 46)により、0.1 mg/ml パ
パイン、2 mM EDTA および 10 mM L-cysteine 含有 pH 8.0 IgG リン酸緩衝液は 37°C で 24
時間インキュベーションした。その後、その溶液は PBS にて透析を行い、ウルトラフィルトレーション
法にて濃縮した。Fab および Fc フラグメント含有溶液から未反応 IgG や低分子夾雑物を分離する
ために、HiLoad 26/60 Superdex (GE ヘルスケア) 200 pg を用いてゲルフィルトレーションを行
った。Fab および Fc フラグメント含有溶液は、1/50 PBS 溶液にて数日間透析した。1/50 PBS 溶
液の状態において、Virella らの方法 47)を用いて Fc フラグメントを結晶化させた。その結晶は、遠
心分離法によって分離し、1/50 PBS 溶液にて洗浄後、余分な Fab を除去し、その後 0.15 M 
NaCl 溶液にて再溶解させた。得られた Fc フラクションは、66.7 mg/ml に調製した。一方、結晶を
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分離した上清は、HiTrap Protein G (GE ヘルスケア) を用いて精製し、余分な Fc フラグメントを
除去した後、得られた Fab フラクションは 66.7 mg/ml に調製した。 
 
3. 3 細胞調整 
マウス腹腔 B1 細胞とマクロファージをソーティングするために、腹腔細胞は、4°C の PBS を用
い て 、 マ ウ ス 腹 腔 を 洗 浄 ・ 回 収 し た 。 そ の 後 、 回 収 し た 腹 腔 細 胞 は 、 unconjugated 
anti-FcRIIB/III mAb (2.4G2; BD Biosciences, California, USA)抗体でマウス Fc 受容体を
ブロックし、その後 APC-conjugated anti-B220 (RA3-6B2; BioLegend, California, USA)およ
び  FITC-conjugated anti-CD11b (M1/70; BioLegend) 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 B220+ 
CD11b+細胞は腹腔 B1 細胞として、B220 CD11b+細胞は腹腔マクロファージとして、FACS 
Aria III (BD Biosciences)にてソーティングした。脾臓 B2 細胞をソーティングするために、マウス
脾臓細胞を、mouse B cell isolation kit (#130-090-862; Miltenyi Biotec, Gladbach, 
Germany)を用いて処理し、AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec)により、そのネガティブフラクショ
ンである CD4CD43Tre-119細胞を、脾臓 B2 細胞として回収した。脾臓 T 細胞は、
unconjugated anti-FcRIIB/III mAb (2.4G2; BD Biosciences)抗体でマウス Fc 受容体をブロ
ッ ク し た 後 、 脾 臓 細 胞 を FITC-conjugated anti-CD5 (53-7.3; BioLegend) お よ び
PE-conjugated anti-CD3(145-2C11; BD Bioscience)抗体を用いて染色し、CD5CD3細
胞を脾臓 T 細胞として、FACS Aria III (BD Biosciences)を用いてソーティングした。一部の試験
に用いた腹腔 B1 細胞は、腹腔細胞を biotinylated anti-CD3 (145-2C11; BD Biosciences), 
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anti-CD23 (B3B4; eBioscience), anti-Gr-1 (RB6-8C5; BioLegend)および anti-F4/80 (BM8; 
Serotec, Oxford, United Kingdom) 抗 体 に て 作 用 さ せ 、 anti-biotin microbeads 
(#130-090-485, Miltenyi Biotec)を反応させた。その後、AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec)に
より、そのネガティブフラクションであるCD3CD23Gr-1F4/80細胞を回収し、さらにanti-CD5 




3. 4 サイトカインおよび抗体産生測定 
5 × 103 cells/100 l/well の腹腔 B1 細胞と 1 × 105 cells/100 l/well の脾臓 B2 細胞は、培
養用培地(10% FCS, 50 M 2-mercaptoethanol, 100 units/ml penicillin および 0.1 mg/ml 
streptomycin 含有 RPMI1640)を用いて 96 穴プレートで培養した。細胞刺激は、200 nM 
phosphothioate–CpG-B oligodeoxynucleotide (CpG) (ODN1826, 
5’-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3’, Invivogen, California, USA) を用いて行い、陰性対
照として control phosphothioate–GpC oligodeoxynucelotide (GpC) (ODN1826 Control, 
5’-TCCATGAGCTTCCTGAGCTT-3’, Invivogen) を 用 い 、 IVIg ま た は  同 濃 度 の BSA 
(#A1470; Sigma-Aldrich, Missouri, USA)は、終濃度でそれぞれ 10 mg/ml になるように添加し
た。48 時間後に培養上清を回収し、残りの細胞は生存率測定用に回収した。回収した培養上清
中の IgM、IL-6 および IL-10 濃度は、それぞれ mouse IgM ELISA quantification kit 
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(BETHYL Laboratories Inc. Texas, USA)、Mouse IL-6 ELISA MAX kit (BioLegend)また
は Mouse IL-10 ELISA MAX kit (BioLegend)を用いて測定した。 
 
3. 5 ウエスタンブロッティング法 
腹腔 B1 細胞は、200 nM CpG および GpC で 37°C 30 分間刺激した。同時に、IVIg 添加群
には、終濃度で 10 mg/ml になるように IVIg を添加した。その後、細胞は protease inhibitors 
cocktail (#P8340; Sigma-Aldrich) および phosphatase inhibitor PhosSTOP (#4906845; 
Roche, Mannheim, Germany)を添加した Lysis buffer(20 mM Tris, pH7.3, 150 mM NaCl, 
10 mM EDTA および 10% glycerol 含有 1% NP-40 溶液)を用いて溶解させた。その溶解液は、
SDS-PAGE 法によって分離し、PVDF メンブレン膜に転写した。転写したメンブレン膜に対して、
それぞれ anti-TAK1 (#4505; Cell Signaling Technology, Beverly, USA), anti-p-TAK1 
(#9339; Cell Signaling Technology), anti-IRAK-1 (D51G7; Cell Signaling Technology), 
anti--actin (AC-15; Sigma-Aldrich), anti-NF-B p65 (#3034; Cell Signaling Technology), 
anti-p-NF-B p65 (#3031; Cell Signaling Technology), anti-p38 MAPK (#9212; Cell 
Signaling Technology), anti-p-p38 MAPK (#9211; Cell Signaling Technology), 
anti-ERK1/2 (137F5; Cell Signaling Technology), または anti-p-ERK1/2 (D13.14.4E; Cell 
Signaling Technology)抗体を作用させた。その後、二次抗体として、Anti-mouse IgG (#7076; 
Cell Signaling Technology) または anti-rabbit IgG (#7074; Cell Signaling Technology)抗
体を作用させ、ECL Western Blotting Detection System (GE ヘルスケア)を用いて、X-ray 
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film RX-U (富士フィルム、東京、日本)により、標的蛋白を検出した。検出したシグナル強度は、





3. 6 細胞生存率測定 
抗 体 お よ び サ イ ト カ イ ン 産 生 測 定 用 に 培 養 し た 細 胞 を 用 い た 。 回 収 し た 細 胞 は 、
FITC-conjugated Annexin V (#640906; BioLegend) 抗体および propidium iodide (PI) 
(#P4864; Sigma-Aldrich)を用いて染色し、FACS Calibur (BD Biosciences)を用いて、
Annexin V PI細胞を生細胞として算出した。  
 
3. 7  CpG 細胞内取り込み評価 
5 × 103 cells/100l/well で腹腔 B1 細胞を培養し、200 nM Cy5-conjugated CpG 
(ODN1826, 日本遺伝子研究所、仙台、日本 )で刺激した。 IVIg 添加群には、200 nM 
Cy5-conjugated CpG に加え、終濃度で 10 mg/ml になるように IVIg を添加した。細胞内取り込
み量は、FACS Calibur (BD Biosciences)を用いて、細胞内の Cy5 の蛍光強度を測定した。 
 
3. 8 共焦点レーザー顕微鏡解析 
IVIgの免疫細胞に対する結合評価は、AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec)を用いてソーティン
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グした脾臓 B2 細胞、および FACS Aria III (BD Biosciences)を用いてソーティングした腹腔 B1
細胞、マクロファージおよび脾臓 T 細胞を用いた。それぞれの群には、IVIg、 anti-tetanus 
toxin human IgG1 (SA13)またはBSA (#A1470; Sigma-Aldrich)を添加し、4°C 30分静置した。
その後、細胞は 4%パラホルムアルデヒドを室温 15 分作用させ固定し、染色抗体は室温 1 時間作
用させた。細胞内染色を行う場合は、0.2% Triton X-100 含有 PBS で室温 5 分作用させた後、
細胞内染色抗体を室温 1 時間作用させた。 
細胞内 IgG 若しくは IgG フラグメントの検出は、AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec)を用いてソ
ーティングした腹腔 B1 細胞に CpG 存在下で IVIg、 F(ab’)2 または Fab フラクションを 4°C 30
分若しくは 24 時間作用させた。それらの細胞は、上記と同様の操作で、細胞内ヒト IgG 分子を染
色した。 
Src homology 2 domain-containing tyrosine phosphatase (SHP)-1 および Src homology 
2 domain-containing inositol 5’-phosphatase (SHIP)の検出は、AutoMACS Pro (Miltenyi 
Biotec) を 用 い て ソ ー テ ィ ン グ し た 脾 臓 B2 細 胞 を 用 い 、 IVIg の 代 わ り に Alexa 
Fluor488-conjugated human IgG を 4°C 30 分で終濃度が 10 mg/ml になるように作用させた。
その後、CpG および抗ヒト IgG 抗体を 37°C 10 分作用させ、上記と同様の操作で、細胞内 SHP-1
または SHIP を染色した。 
IVIg と early endosome antigen-1 (EEA-1)の共局在の検出は、AutoMACS Pro (Miltenyi 
Biotec)を用いてソーティングした腹腔 B1 細胞を用いた。腹腔 B1 細胞には、CpG 存在下で IVIg、
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F(ab’)2 または Fab を 37°C 30 分作用させた。上記と同様の方法で細胞内 IVIg および EEA-1 を
染色した。 
共焦点レーザー顕微鏡は、confocal laser-scanning microscope (Fluoview FV1000; オリン
パス、東京、日本)を用いた。レーザー顕微鏡解析は、IVIg 検出に Alexa Fluor488-conjugated 
human IgG 抗体、核検出に SYTOX-Orange (#S11368; Life Technologies)、SHP-1 検出に
Alexa546–conjugated anti-SHP-1 (C-19; Santa Cruz, California, USA)抗体、SHIP 検出に
Alexa546–conjugated anti-SHIP (Santa Cruz) 抗 体 お よ び B 細 胞 検 出 に 
DyLight649-conjugated anti-IgM mAbs (#115-496-075; Jackson Immuno Research, 
Pennsylvania, USA)を使用した。上記の SHP-1 および SHIP 検出抗体は、Alexa Fluor® 
Monoclonal Antibody Labeling Kit (Life Technologies)を用いて、それぞれ Alexa488 または
Alexa546を結合させた。EEA-1と IVIgの共局在における IVIgの検出はAlexa647-conjugated 
anti-human IgG (#A21445; Life Technologies, Maryland, USA) 、 EEA-1 検 出 は





3. 9 表面プラズモン共鳴解析 
表面プラズモン共鳴解析は、BIAcore 2000 (BIAcore, Uppsala, Sweden) を用いて行った。
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リガント蛋白である IVIg、F(ab’)2 および Fab は、アミンカップリング法により、research-grade 
CM5 chips (BIAcore)にレスポンスユニットで 1500 から 2500 になるように固定化した。pH 7.4、
150 mM NaCl、 3.4 mM EDTA および 0.005% Surfactant P20 (BIAcore)含有 10 mM 
HEPES バッファー(HBS-EP バッファー)にバッファー交換後、25°C 条件下で解析蛋白をチップ
内にインジェクションした。結合作用測定は、流速 20 l/min で行った。結合力は、測定値から蛋
白を固定していないセルの値を引いた値で算出した。カイネティック定数は、BIA evaluation 
program (version 3.0.2; BIAcore)を用いて算出した。 
 
3. 10 生体内 B1 細胞活性化および IVIg の抑制作用評価 
動物は、2024 週齢の雌性 B6 マウスを用いた。CpG は、窪らの報告 48)に従い、2 nmol/body
で腹腔内投与した。IVIg は製剤である VGIH をそのまま使用し、その投与は臨床投与量である
400 mg/kg に相当する 200 l/body で CpG と同時に腹腔内投与した。抗マウス IL-10 抗体は、
200 g/body で CpG と同時およびその 24 時間後に、それぞれ腹腔内投与した。 CpG 投与後、
48 時間で腹腔細胞を回収し、腹腔細胞数とフローメトリー解析によって測定した B1 および B2 細
胞割合からそれぞれの細胞数を算出した。 
 
3. 11  統計解析 
統計解析は、Student’s t-test を用いて計算し、P < 0.05 で統計学的に有意差ありと判定した。 
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第４章 研究結果 
 
4. 1  CpG 刺激による活性化 B 細胞に対する IVIg の抑制作用 
IVIg が B 細胞上の抑制性受容体を介して抑制作用を示すという仮説を検証するために、in 
vitro において、CpG を用いて活性化させた B1 細胞および B2 細胞に対する IVIg の抑制作用
を評価した。初めに B1 細胞について、IVIg は IgM および IL-10 産生を抑制したが、IL-6 産生
は抑制しなかった。しかし、B1 細胞からの IgM 産生においては、陰性対照の BSA も同様な抑制
効果を示した。B2 細胞については、IVIg は IL-6 および IL-10 産生を抑制したものの、IgM 産生
については、抑制作用を示さなかった。こちらも、BSA 添加により B2 細胞からの IL-6 産生が抑制
された(Fig.1 A-C)。また B1 細胞および B2 細胞の両方について、IVIg 添加による細胞の生存率
への影響がなかったことから、一連の産生減少は、抑制作用に起因する事が示唆された(Fig.1 D)。
つまり、IVIg が B1 細胞および B2 細胞の活性化に伴う IgM、IL-6 および IL-10 産生亢進に対し
て、IL-10 産生を限定的に抑制する事が確認された。  
 
4. 2 免疫細胞に対する IVIg の結合 
IVIg の抑制性受容体に対する結合を確認する前に、B1 細胞、B2 細胞、T 細胞およびマクロフ
ァージの細胞表面に対する IVIg の結合度合いを、共焦点レーザー顕微鏡を用いて確認した。そ
の結果、IVIg が B1 細胞や B2 細胞だけではなく、T 細胞およびマクロファージにおいても、その
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細胞表面に結合していることを確認した。また、IVIg の検出抗体である rabbit anti-human IgG 
(#A21445; Life Technologies)抗体は、陰性対照の BSA を検出しなかったことから、非特異的な
検出は起きていないことも確認した(Fig.2 A,B)。このことから、IVIg は B1 細胞や B2 細胞に限ら
ず、他の免疫細胞表面にも結合している事が示唆された。そして、その蛍光強度は細胞間によっ
て有意な差がみられなかったことより、細胞間による結合量の違いはない事が示された。しかし興
味深い事に、IVIg の陰性対照として用いた、anti-tetanus toxin human IgG1 (SA13)抗体にお
いては、B 細胞への結合は認められなかった(Fig.2 C)。このことより、IVIg への結合は、抗原認識
部位に由来した結合であることが示唆された。 
 
4. 3 活性化 B 細胞に対する IVIg および各フラグメントの作用 
次に、IVIg の IL-10 産生抑制効果における、その容量依存性および作用部位の特定を目的と
し、各濃度に調製した IVIg に加え、終濃度が 10 mg/ml の IVIg と同モル濃度の Fab、 F(ab’)2
および Fc フラグメントを用いて、活性化 B1 細胞からの IL-10 産生に対する抑制作用の評価を行
った。初めに IVIg に関して、IL-10 産生の容量依存的な抑制作用を確認した。次に、F(ab’)2 は
IVIg と同等の抑制作用を示したのに対し、同一モル濃度の Fab および Fc フラグメントでは抑制作
用を示さなかった(Fig.3 A)。そのことより、IVIg の IL-10 産生抑制作用は、F(ab’)2 に依存した抑
制作用であり、かつ Fab が抑制作用を示さなかった事も鑑みて、本作用は二価の性質も大きく影
響している事が示唆された。IVIg の抑制作用が、F(ab’)2 に由来した抑制作用という事から、IVIg
が培養液中で遊離 CpG を中和することで、細胞に刺激を与える CpG の総量を減少させ、結果的
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に活性化が低下しているという可能性も考えられる。そこで、その可能性を否定するために、IVIg
が抑制作用を示す条件下において、IVIg の有無による CpG の細胞内取り込み量の差異を、蛍光
ラベルした CpG を用いて確認した。その結果、IVIg 存在下においても、CpG は正常に細胞内取
り込まれている事を確認した(Fig.3 B)。 
先述のように、本研究では IVIgの抑制作用における二価の性質の重要性を示した。そこで次の
検討として、IVIg の細胞表面結合における二価の性質の影響を評価した。結果は、添加後 30 分
および 24 時間において、抑制作用を示す IVIg および F(ab’)2 の細胞表面への結合が確認され
た。しかし、抑制作用を示さない Fab の結合においては、その結合はごく僅かなものであった
(Fig.3 C,D)。この結果より、細胞表面への結合においても、二価の性質が重要な役割を担ってい
ることを明らかにした。加えて、IVIg および F(ab’)2 においては、細胞表面への結合だけではなく、
細胞内にも多く取り込まれていることが確認された(Fig.3 C)。そこで、その細胞内局在を確認した
結果、IVIg および F(ab’)2 共にエンドソームマーカーである EEA-1 と共局在していることを確認し
た(Fig.3 E)。つまり、抑制作用を示す IVIg および F(ab’)2 は細胞表面だけではなく、エンドソーム
にも取り込まれていること、また抑制作用を示さない Fab は細胞表面にも殆ど結合していないこと
が明らかとなった。 
最 後 に 、 各 フ ラ グ メ ン ト の 検 出 抗 体 で あ る rabbit anti-human IgG (#A21445; Life 
Technologies)抗体の IVIg、F(ab’)2 および Fab に対する結合力を確認した。その結果、IVIg、
F(ab’)2 および Fab について、検出抗体の結合力に若干の差異はあったものの、共焦点レーザー




4. 4  TLR9 からの活性化シグナルに対する IVIg の抑制作用 
CpG は TLR9 に結合することで、TLR9 下流の複数の経路の活性化シグナルを惹起する。それ
に伴い、NF-B、ERK1/2、JNK および p38 MAPK などといった分子が核内に移行し、その結果
様々なサイトカインが産生され、細胞として活性化することが知られている。しかし、IVIg が活性化
シグナル経路のどこの箇所を抑制しているかは、殆ど明らかになっていない。そこで、IVIg の活性
化シグナル経路における抑制ポイントを明らかにするために、CpG および IVIg 添加後 30 分にお
ける、IRAK-1 の消費割合および TAK1、p65（NF-B のサブユニット）、p38 MAPK および
ERK1/2 のリン酸化度合いを評価した。その結果、TAK1、p65 および ERK1/2 のリン酸化は、
CpG 添加による有意な上昇、そして IVIg 添加によって有意に減少している事が確認された。一方、
IRAK-1 の消費および p38 MAPK のリン酸化については、CpG 添加による有意な活性化は確認
できたものの、IVIg 添加による変化はみられなかった(Fig.4 A,B)。つまり、IVIg は TLR9 の活性
化シグナル経路のうち、TAK1-NF-B 経路および ERK1/2 経路は抑制するものの、IRAK1-p38 
MARK 経路には作用しない事が明らかとなった。そのことより、IVIg は TLR9 からの活性化シグナ
ルにおいても、サイトカインの産生抑制と同様に限定的に抑制していることが示唆された。 
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いる事が考えられる。以前当研究室では、マウス B 細胞上の抑制性受容体 PirB が、SHP-1 を動
員して、CpG 刺激による TLR9 下流の活性化シグナルを抑制することを報告した 48)。それを踏ま
え、本研究では IVIg の細胞内 SHP-1 若しくは SHIP 局在に対する作用を評価した。その結果、
CpG 刺激を行っていない細胞の場合、結合した IVIg は細胞表面に均一に検出された。しかし、
CpG 刺激を行った細胞の場合は、細胞表面上の IVIg は集積する事が確認された(Fig.5 A)。これ
は、抗原が受容体に結合し、抗原と受容体のコンプレックスが形成されている状況に類似している。
興味深いことに、その集積している IVIg の近傍には SHP-1 の動員が確認されたが、SHIP の動
員は確認できなかった。その作用をより明確にするために、IVIgを作用後、抗ヒト IgG抗体を37°C 
10分間作用させて、細胞上 IVIgをさらにクロスリンクさせた。結果は、クロスリンクさせたことで、より




4. 6  IVIg の抑制性受容体への作用 
次の検討として、IVIg が結合し、SHP-1 を動員している標的受容体の特定を試みた。B 細胞に
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は 、 CD22 ( ま た は  sialoglycoprotein-binding lectin (Siglec)-2) 49) 、  CD72 50,51) 、 
Siglec-G52)および PirB43)のような、SHP-1 を動員する抑制性受容体が同定されている。一方、
FcRIIB は SHIP を動員することが知られている 53)。そこで本研究では、cd22マウスまたは
pirbマウス由来 B1 細胞を CpG 刺激で活性化させ、その IL-10 産生に対する IVIg の抑制作
用を評価した。なお、陰性対照として、SHIP を動員する受容体である fcgr2bマウス由来 B1 細
胞を用いた。結果は、予想に反して、FcRIIB だけでなく、CD22 または PirB 欠損 B1 細胞にお
いても、IVIg は IL-10 産生を抑制した(Fig.6 A-C)。そのことから、IVIg は単独の抑制性受容体に
特異的に作用しているのではなく、様々な受容体に作用している可能性が示された。次に、IVIg
の抑制性受容体発現に対する作用を評価した。先述の通り、IVIg には、FcRIIB の発現を上昇さ
せる事が既に知られている 38)。本研究においては、IVIg、F(ab’)2 および Fab の CD22 発現に対
する影響を評価した。その結果、抑制作用を持ち、かつ細胞表面に結合する事が確認された IVIg
および F(ab’)2 は CD22 発現を上昇させるものの、抑制作用や細胞表面への結合がみられない
Fab は、CD22 発現に対しても影響を与えないことを示した(Fig.6 D)。このことより、IVIg は
FcRIIB 発現のみならず、CD22 発現も上昇させる作用を有する事が明らかとなった。 
 
4. 7 マウス生体内活性化 B 細胞に対する IVIg の抑制作用 
最後に、生体内における IVIg の抑制作用を評価した。自己免疫疾患自然発症マウスにおいて、
疾患の発症と腹腔 B1 細胞増加量が相関する事が知られている 6,7)。そこで本研究では、CpG をマ
ウス腹腔に投与することで、腹腔 B細胞を活性化させ、その活性化に対する IVIgの抑制作用を評
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価した。なお、本試験においては細胞増加量を活性化の指標とした。結果は、CpG 投与によって、
腹腔 B1 細胞の増殖が確認されたが、B2 細胞の増加はみられなかった。IVIg 投与により、腹腔
B1 細胞の増殖は抑制される事が確認された。また、興味深い事に、抗マウス IL-10 抗体によって
も IVIg と同様の抑制効果が確認された(Fig.7 A-C)。このことから、腹腔 B1 細胞増殖に対する
IVIg の抑制作用は、抗 IL-10 抗体と同様の機序、つまり生体内の IL-10 濃度を局所的に低下さ
せる事を介して行われている事が示唆された。 
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用は非常に興味深い。本研究により、IVIg は IL-10 産生を抑制するにもかかわらず、IL-6 産生は
抑制しないという限定的な抑制作用を確認した。また、CpG 刺激により亢進した活性化シグナルに
対して、IRAK-1 の消費や p38 MAPK のリン酸化に対しては影響しないものの、p65、TAK1 およ
び ERK1/2 のリン酸化を限定的に抑制する事を示した。今回評価したシグナル経路と産生系の関
係性における知見としては、p38 MAPK のリン酸化の亢進が確認された活性化ヒト繊維芽細胞様
滑膜細胞株において、IL-6 産生が亢進する事、また p38 MAPK に対するインヒビターを作用させ
ることによって、亢進した IL-6 産性が抑制されるという報告や 54）、マウス樹状細胞において、
zymosan 刺激によって ERK1/2 のリン酸化および IL-10 産生が亢進し、インヒビターを作用させる
と、IL-10 産生が抑制されるとの報告がある 55）。このように、今回 IVIg の抑制作用が確認されなか
った p38 MAPK のリン酸化と IL-6 産生および IVIg による抑制作用が確認された ERK1/2 のリ
ン酸化と IL-10産生それぞれの関連性を示唆する結果が報告されている。今後、マウスB1細胞に
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おいて、p38 MAPK や ERK1/2 のリン酸化阻害剤を用いて、各々のリン酸化を抑制した際の IL-6
や IL-10 産生への影響を確認し、今回示した抑制シグナル経路と、IL-10 産生抑制の関連性を明
らかにする必要がある。その関連性が示されれば、この二つの限定的な抑制作用は、IVIg が一概
に全ての経路を抑制するのではなく、特定の個所を特異的に抑制している事を示す事が出来る。 
より詳細な抑制機序については、先述したように、IVIg は活性化 B 細胞からの IL-10 産生を抑
制する事を示した。本来、IL-10 の作用とは、免疫反応において非常に多様である。一般的には
抗炎症性サイトカインとも呼ばれる IL-10 であるが、組織局所のケースではむしろ炎症に対して有
害に働く場合もある事が知られている。特に B 細胞においては、IL-10 は増殖や分化の促進など、
活性化因子様の作用を有する 56,57)。事実、SLE などの自己免疫疾患患者では、病態の悪化に伴
い血中 IL-10 濃度が増加する事が知られている。加えて、Kseel らは、CpG で活性化した健常人
B 細胞および SLE 患者 B 細胞に対して、IVIg が IL-10 産生と IL-6 産生を抑制すると報告した
58)。また、急性期の川崎病においても血中の IL-10 濃度の上昇および、IVIg 療法により血中の
IL-10 濃度が減少する事が報告されている 59)。本研究において、活性化によって亢進した IL-10
産生を IVIg が抑制する事に加え、マウスを用いた生体試験において局所投与した抗 IL-10 抗体
が IVIg と同様の抑制作用を示すことも明らかにした。このことは、今回確認した IVIg の抑制作用
が、IL-10 濃度を低下させる事に起因する反応である事を示唆している。一般的に、B 細胞が産生
する IL-10 は全身的ではなく、局所的に働くものと考えられている。つまり、局所における IL-10 濃
度の低下は、B 細胞自体のオートクライン的な活性化ループの遮断に繋がり、その結果活性化が
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抑制されると考えられる。 
ヒト細胞において、IVIg は B 細胞受容体への抗イデオタイプ作用により、B 細胞表面に結合す
るとの報告がある 60)。マウス細胞を用いた本研究においても、IVIg が B 細胞をはじめ、T 細胞およ
びマクロファージの細胞表面に結合する事が確認された。さらに、その結合が抗原認識部位を介し
た結合であり、かつ F(ab’)2 という二価の性質に依存した作用である点も示した。また、詳細な機序
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近年、CD22 が IVIg の標的受容体として働き、ヒト B 細胞の活性化を抑制する事が報告された
61,62)。しかし、本研究における抑制性受容体欠損 B 細胞を用いた検討では、IVIg の抑制作用に
おいては、CD22 をはじめ PirB や FcRIIB などの主要な抑制性受容体において、その個々の存
在は必ずしも必須でない事を示した。一方、我々は CpG 刺激による活性化時に、IVIg が膜表面
において集積する事も確認した。この集積は、IVIg が受容体を重合することで起こっていると考え
られる。さらに我々は、集積した IVIg の近傍に SHP-1 が動員されている事、IVIg をより集積（クロ
スリンク）させることで、その SHP-1 の動員が増加する事も明らかにした。この一連の流れは、IVIg
が ITIM モチーフを有した抑制性受容体に作用し、SHP-1 を動員している事を示唆している。
IVIg の標的受容体については、本研究で評価できなかった抑制性受容体である可能性が考えら
れる。その一方で、IVIg の原料が健常人の IgG である事や、IVIg が広いポリクローナリティーを有
している事から、IVIg は単一の受容体に作用しているのではなく、ITIM モチーフを有した多様な
抑制性受容体がその抑制作用に係っている可能性も考えられる。さらに、本研究では IVIgが活性
化 B 細胞にのみ作用して、CD22 発現を上昇させる事も示した。先に述べたように、IVIg は
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抗体では導くことのできない IVIg 独自の作用機序である。 





その作用により、SHP-1 が動員され、TAK1、p65 および ERK のリン酸化に限定的な抑制を行い、
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疾患に対する新規薬効を有した薬剤開発に繋がる事が期待できる。
第 6 章 結論  27 
第６章 結 論 
 
本研究において、IVIg は活性化 B 細胞からの IL-10 産生を抑制することで、B 細胞の活性化
を抑制していることを明らかにした。また、その抑制機序として、IVIg は、二価の抗原認識部位で
細胞表面に結合し、その受容体を重合させる。それに伴い、SHP-1 が動員され、TAK1、p65 お
よび ERK のリン酸化に限定的な抑制を行い、最終的に IL-10 産生が抑制される事が示唆された。
今後、この作用をより詳細に解明していくことで、自己免疫疾患に対する新規薬剤の開発に繋が
ると考えられる。 
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Figure の説明 
 
Figure 1 CpG9 刺激による活性化 B1 および B2 細胞に対する IVIg の抑制作用 
腹腔 B1 細胞と脾臓 B2 細胞は、200 nM の CpG および GpC によって刺激した。IVIg および
BSA は終濃度が 10 mg/ml となるように添加し、37°C 48 時間培養後、培養上清を回収した。IgM 
(A)、IL-6 (B) および IL-10 (C) は ELISA キットを用いて測定し、細胞生存率 (D) はフローサイ
トメトリー解析によって測定した。それぞれの結果は、n=4-8 で行った結果の平均値で算出し、
mean±SEM で表記した。すべての結果は、それぞれ 3 回以上の再現性確認試験を行った。有意
水準 5%以下で有意差ありと判断した。（** : P<0.01、* : P<0.05） 
 
Figure 2 免疫細胞に対する IVIg の結合 
(A,B) 腹腔 B1 細胞、脾臓 B2 細胞、脾臓 T 細胞および腹腔マクロファージに対して、IVIg ま
たは BSA を添加し 4°C 30 分作用後、固定・染色した。染色は、ヒト IgG に対しては、
Alexa488-conjugated anti-human IgG 抗体を、そして核染色には SYTOX-Orange を用いた。
顕微鏡画像 (A) および蛍光強度値 (B) は、Fluoview FV1000 共焦点レーザー顕微鏡を用い
て取得した。(A) 画像に関して、緑は IVIg を、赤は核を表した。(B) 蛍光強度値は、mean±SD
で表記し、平均値は IVIg が 41-62 個、BSA は 8-30 個の細胞の蛍光強度値を平均して算出した。
(C) 腹腔 B1 細胞に対して、IVIg または陰性対照として anti-tetanus toxin human IgG1 
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(SA13)抗体をそれぞれ添加し、4°C 30 分間作用させた後、固定・染色した。染色は、ヒト IgG に対
し て は 、 Alexa488-conjugated anti-human IgG 抗 体 を 、 B 細 胞 識 別 に は
Alexa546-conjugated anti-抗体を用いた。緑は IVIg を、青は B 細胞を表した。測定は、
Fluoview FV1000 共焦点レーザー顕微鏡を用いて行った。MFI : 蛍光強度値, DIC : 明視野, 
Merged : 融合画像 
 
Figure 3 活性化 B 細胞に対する IVIg および各フラグメントの作用 
(A) CpG 刺激によって亢進された IL-10 産生に対する IVIg または各フラグメントの抑制作用を
評価した。測定値は、4 例の平均値で算出し、mean±SEM で表記した。それぞれの試験は 3 回以
上再現性確認試験を行った。有意水準 5%以下で有意差ありと判断した。（** : P<0.01）  (B) フ
ローサイトメトリーを用いた腹腔 B1 細胞に対する CpG の細胞内取り込み作用の確認を行った。本
試験では、CpG は Cy5 で蛍光標識したもの(Cy5-CpG)を用いた。腹腔 B1 細胞は、200 nM の
Cy5-CpG で刺激し、IVIg は終濃度で 10 mg/ml になるように添加した。CpG または IVIg 添加後
48 時間培養し、細胞を回収した。Cy5 の蛍光強度はフローサイトメトリーで測定した。(C-E) IVIg
および各フラグメントの細胞内取り込み作用 (C,D) および細胞内局在 (E) を確認した。細胞は、
200 nM の CpG で刺激し、IVIg は終濃度で 10 mg/ml になるように添加した。F(ab’)2 および Fab
は 10 mg/ml の IVIg と同意モル濃度になるように添加した(F(ab’)2 : 6.6 mg/ml, Fab : 3.3 
mg/ml)。CpG および IVIg 等を添加し、30 分または 24 時間培養後、固定・染色した。細胞取り込
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み確認試験において、染色はヒト IgG に対しては、Alexa488-conjugated anti-human IgG 抗
体を、そして核染色にはSYTOX-Orangeを用いた (C,D)。細胞内局在確認試験における染色は、
ヒト IgG に対しては、Alexa647-conjugated anti-human IgG 抗体を、そしてエンドソームには
Alexa488-conjugated anti-EEA-1 抗体を用いた。画像の取得および蛍光強度値の測定は、
Fluoview FV1000共焦点レーザー顕微鏡を用いて行った。(C) 細胞取り込み確認試験において、
緑は IVIg を、赤は核を表した。(D) 蛍光強度値は、蛍光強度値は、mean±SD で表記し、平均値
はそれぞれ 30 個の細胞の蛍光強度値を平均して算出した。(E) 細胞内局在確認試験において
は、緑が EEA-1（エンドソーム）を赤が IVIg を表した。MFI : 蛍光強度値, DIC : 明視野, 
Merged : 融合画像, Merged-3ch : IVIg またはフラグメントの蛍光像、核蛍光像および明視野の
三種融合画像  (F) 表面プラズモン共鳴解析法を用いた、抗ヒト IgG 抗体の IVIg(青線)、F(ab’)2 
(緑線)または Fab(橙線)への結合力評価を行った。表面プラズモン共鳴解析は、BIAcore 2000 
(BIAcore, Uppsala, Sweden) を用いて行った。結合力は、BIA evaluation program (version 
3.0.2; BIAcore)を用いて、測定値から蛋白を固定していないセルの値を引いた値(RU 値)で算出
した。蛋白を固定化していないラインの値を reference 値(赤線)として表した。 
 
Figure 4 TLR9 からの活性化シグナルに対する IVIg の抑制作用 
細胞は、200 nM の CpG で 30 分間刺激し、IVIg は終濃度で 10 mg/ml になるように添加した。
(A)TAK1, p65(NF-B), p38 MAPK および ERK1/2 のリン酸化に加え IRAK-1 の消費は、ウエ
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スタンブロット法で測定した。 (B) シグナル強度は、デンシトメトリック測定（密度・比重測定）により
測定し、グラフの値は、無刺激サンプルに対する各群の数値の割合で表記した。それぞれの測定
は、3 回の再現性確認試験を行った。有意水準 5%以下で有意差ありと判断した。（* : P<0.05） 
 
Figure 5 活性化 B 細胞における IVIg と SHP-1 の共局在 
脾臓 B2 細胞は、IVIg を 4°C 30 分間作用させ、その後 CpG 単独 (A)、また CpG およびクロ
スリンカーとして Alexa488-conjugated anti-human IgG 抗体 (B) を添加し、さらに 37°C 10 分
間作用させた後、固定染色を行った。ヒト IgG に対しては、Alexa488-conjugated anti-human 
IgG 抗体を、B 細胞識別には DyLight647-conjugated anti-mouse IgM 抗体を、SHP-1 また
は SHIP の認識は、Alexa546-conjugated anti-SHP-1 または anti-SHIP 抗体用いた。緑は
IVIg を、青は細胞表面 B 細胞受容体を、赤は SHP-1 または SHIP を表した。測定は、Fluoview 
FV1000 共焦点レーザー顕微鏡を用いて行った。DIC : 明視野 , Merged : 融合画像 , 
Merged-3ch : IVIg、B 細胞受容体および SHP-1 若しくは SHIP の三種融合画像。下部のグラフ
は、解析によって得られた細胞外周の蛍光強度値を表した。赤線：SHP-1 若しくは SHIP の蛍光
強度値、緑線：IVIg の蛍光強度値。 
 
Figure 6 IVIg の抑制性受容体への作用 
PirB または CD22 欠損活性化 B 細胞からの IL-10 産生に対する IVIg の抑制作用を評価し
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た。CD22 欠損 (A)、PirB 欠損 (B)および FcRIIB 欠損腹腔 B1 細胞 (C) は、200 nM の CpG
で刺激した。IVIg は終濃度が 10 mg/ml になるように添加した。添加後、48 時間で培養上清を回
収し、ELISA キットを用いて、培養上清中の IL-10濃度を測定した。測定値は、4例の平均値で算
出し、mean±SEM で表記した。それぞれの試験は 3 回以上再現性確認試験を行った。有意水準
5%以下で有意差ありと判断した。(*** : P<0.001)  (D)活性化 B1 細胞に対する IVIg の CD22
発現に対する作用を測定した。腹腔 B1 細胞は、200 nM の CpG によって刺激した。IVIg は終濃
度が 10 mg/ml となるように添加した。F(ab’)2 および Fab は 10 mg/ml の IVIg と同意モル濃度に
なるように添加した(F(ab’)2 : 6.6 mg/ml, Fab : 3.3 mg/ml)。添加後、37°C 48 時間で細胞を回収
し、細胞上 CD22 発現量はフローサイトメトリー解析によって算出した。 
 
Figure 7 マウス生体内活性化 B 細胞に対する IVIg の抑制作用 
(A,B) B6 マウス腹腔内の B1 細胞数 (A) および B2 細胞数 (B) は、CpG および IVIg、BSA
または抗マウス IL-10 抗体を腹腔内投与後 48 時間で回収し、細胞数を測定した。(C) 腹腔細胞
における B1 細胞および B2 細胞割合は、フローサイトメトリー解析によって評価した。フローサイト
メトリー解析において、CD23 IgMの細胞集団を B1 細胞と、CD23 IgMの細胞集団を B2 細胞
と規定した。測定値は、4 例の平均値で算出し、mean±SEM で表記した。それぞれの試験は 3 回
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